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まえがき
G. Henle(1)(2)はおたふくかぜウィルスによって，
HeLa細胞および猿の腎上皮細胞の Cytolytic 
actionをみる実験で，流行株および卵の羊膜腔内
で数代継代されただけのものは， Cytolyitic action 
を示すと同時Kよく増殖するが，これに反し，疑尿
膜腔内で継代されて来た株は，大量接種によっての
み Cytolyticactionを現わすが継代出来ない乙と
を報告した。
また，インフルエンザ・ウィルスにあっては HeLa
細胞に対しては， NWSが Cytopathogencityがあ
り， PR8株にはそれがないことが知られている。)。
しかし Grano妊仰は PR 8株を用いても plaque 
countが出来たと報告しているが，詳細な報告は
まだみられない。
おたふくかぜウィルスの成績は Egg-adoptと
non-adapt の差によるもののようにみえるが，卵 
の疑尿膜と羊膜という増殖の場の相違によって似た
ような現象がみられないだろうか。
インフルエンザ・ウィノレスを発育鶏卵の紫尿膜腔
内応接種すると，疑尿液中にウィノレスが証明される
のは当然ながら，これよりもいくぶん低い値で，
羊水中にもかなりのウィルスが証正される ζ とは 
Kるhler(5)も報告しているととろである。
しかし，乙の二つの場所に現われるウィルスの生
物学的性状が同一なものであるかどうかはしらべら
れていない。この報告では，羊水中に出て来たウィ
ルスを最初の接種材料にして，羊膜腔内継代を行っ
たところ，ある点において，かなりの差のある変異
株を含んだウィルス液が得られたので，その獲得状
況，性状がのべられる。
実験材料と方法
ワィ jレス株一一発育鶏卵で、継代されてきたインフ
ルエンザ PR 8株の媛尿膜腔内接種後 48時間の羊
水を出発材料として使用した。奨尿液及び羊水の血 
球凝集価(以下 HA価と記す)は，それぞれ 4096， 
2048倍まで陽性であった。 
羊膜腔内接種方法一一一瞬化1O~11 日卵の胎児に
近い側面広人工気室を作り，直径約 2cmの窓を聞
け，乙こから羊膜腔内にウィルス液を 0.1ml接種
する。その際気泡を入れて，針先が羊膜腔内に必ず
あることをたしかめる。窓はカバーグラスとパラフ
インで封じた。
策尿膜腔内接種方法一一通常の継代でなく，こ乙 
lζ述べられる実験では，確実に尿膜腔内lと接種され
る乙とが必要なため，羊膜腔内接種方法K準じて，
人工気室を作り，窓を開けて接種された。接種量は 
0.2mlである。
感染価一一ウィルスの 10 倍階段稀釈液を 12~13
日卵の紫尿膜腔内接種(開窓法によらず，各群 3~ 
5個)後 48時間 370Cにおいたのち -200CK 30分
聞置いて殺し，尿膜腔液をとり， HA能の証明によ
って，感染と判定した。 
HA価一一ウィルスの 2倍階段稀液 0.25mll乙 
0.25%ニワトリ赤血球浮遊液 0.25mlを加え，室温 
lζ60分間放置して管底の沈降像で判定し，価はウ
ィルス液の最高稀釈価でとった。稀釈液は PH6.8. 
の 1/100 M 燐酸緩衝食塩水である。 
HA抑制試験一一赤血球加血清2倍階段稀釈液 
0.5ml Kウィルスを加えた際，ウィルス液の濃度が 
2凝集単位になるように行った。
実験成績 
1. 羊膜腔内継代
第 1表において，第4代では 2ケのうち 1ケが 48
時間以内に死亡し，胎児は著明な出血反応を呈し，
撲尿液，羊水ともに透明で，サイオグライコレート
培地による無菌試験では陰性であった。第5代は
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10-8を接種された卵で，出血死亡はみられなかった
が，10-2のものでは全く同様の所見が得られた。
この出血の様子は Burnet(6)ゃ Stuart-Harris (7) 
等の向神経株によるものや，ニューカッスJレ病ウィ
ルスほどには脳の出血は著明でなく，むしろ体部
において著明であった。第 6代の接種材料として
は， 10-8を接種されて出血，死亡を示さなかったが 
AM5-1の羊水の 10-2を用いて出血，死亡がみられ
以後同様の所見を呈する継代が可能である。
第 1表の HA価が第3代以後，異常に高い{直を
示しているが，感染試験と矛盾しない。なお尿膜腔
液の値と羊水の値とを比較すると尿膜腔内継代では
常に尿膜腔液ミ羊水 (CAFよAMF)の関係であっ
たものが，羊膜腔内継代では，第3代以後は CAF 
::::::AMFと逆の関係になっている。
乙の ζとは，胎児の出血性反応と相関して興味あ
ることと思われる。 
2. 卵感染量と卵致死量及び出血反応との関係
羊膜腔内継代をうけた羊水中のワイ jレスの EID 
(egg infective dose)と ELD(egg lethal dose) 
及び出血反応との関係を第2表にあらわしてある。 
EIDは 10-8まであったものでも ELDは 10-6ま
で不規則にみられただけで，出血反応も 10-1，10-2: 
といった濃いところでも 100%にはみられなかっ
た。乙の理由については明らかで、なL、。しかし 10-:-7
以下のところでは，羊膜腔内I乙接種をうけたにも拘
らず，ウィルスは奨尿膜腔内に出現して羊膜腔には
存在せず，卵の出血死亡は 10-7以下ではみられな
かったととと興味のある現象である。
以上の ζとから，継代されてきた羊水中のウィル
スに変異株があるとしてもその量は全活性ウィルス
のごく一部托すぎないと推察される。 
第 2表 EIDとELDおよび出血反応との関係
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3. マウス脳内接種 
Burnet，Stuart-Harris，Francis仰等にならっ
て，マウスの脳内接種を試みたが，羊水，胎児脳乳
剤のいずれを用いても陰性の成績で，一部死亡した
ものは Foxicreaction と思われ，継代が不能でゐ
あった。(第4表) 
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第 3表 マウス脳内接種 い出発材料にあたるもので，これが第 2表の実験を
AM6-5 (HA = 10240).3.21 
 AM9-1の脳乳剤 行った第 9代のものと同じ成績を示している ζ と010- ↓ 
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4. 尿膜腔液および羊水中に出現したウイルスの
羊膜腔内における態度 
尿膜腔内継代された PR 8株の尿膜腔液と羊水と
をとり，羊膜腔内に接種した実験である。第4表で
明らかなように， 乙の両者の羊膜腔内l乙接種された
は，尿膜腔液の場合1ζ1ときの態度に差があり，第
には濃度の如何にかかわらず常に HA価が CAF> 
AMFとなっているが，羊水の方は 10-2と10-3の
閣で CAFと AMFの大小が逆になっている。第 
1010-表に既にあげたと同じような関係がみられる。第1
2Kは，羊水の接種をうけた場合，羊膜腔内に接種 10-11 
されているにもかかわらず尿膜腔液K10-5までウ
は，最初に尿膜腔内i乙接種をうけて羊水中に出現し
てきたウィルス中に既に変異株が混じて居り， しか
もその後に選択 (selection)による影響をうけて
いないのではなt"¥かということを考えさせる。
5. 	 卵感染価と血球袈集価
これまでの羊水の HA価が異常に高い価を示し
ていたが，この EIDJHAをしらべたところ，第5
表の示すような結果が得られた。このことから羊
膜腔内におけるウィルスの増殖は特に incomplete 
growthを考える必要はないと考えられえる。
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ィルスが検出されるに反し，羊水の方は 10-3まで EID50キ 9.5
しか出ていない。第 31乙は， CAFくAMFのところ 6. 復元実験
Jζは胎児の出血，死亡がみとめられた乙とで， 乙の 羊膜腔内継代株をもとの疑尿膜腔内継代にもどし
第 2と第3の現象は第2表と全く同じで，羊水中氏 た場合どうなるかをみたのが第 6表である。死亡，
含まれる変異株の量は非常に少ないことが判る。 出血は起らず，尿膜腔液中lとウィルスが証明される
2 
3 
しかもとの場合は，未だ羊膜腔内継代されていな が，羊水l乙は証明きれないものもあって，原株と全
第 4表 PR 8株の援尿液および羊水を く同ーと云うことは出来ないようである。しかしこ
羊膜腔内に接種した場合 の実験は繰りかえし行っていないので，決定的な所 
~~_ 8 (C.A.F. PR8て瓦M 見とは云えない。
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2 7. 変異株の抗原性
10-61 	65，536> 8，192 。。536> 4，096 
3 
使用した株は PR8，FM 1，Lee，NDV，AM5-1， 
AMe-4，AM6N3Cで免疫血清はニワトリで作り，2 	65， 
3 	 血球凝集抑制試験でしらべた。 
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第 7表に示すように AM5-1は原株や，第6表で 第 7表 HA抑制試験
の復元実験をした株と差がなく， FM 1，Leeとは て ζ亨τ子五天1巾よよよ~ -"1 PR 8 AM5-1 AM6N3C FMI Lee 
区別される。叉， NDV. AV]との試験も行ってみ盟二三二(一一一一 一一一一一
たが， 明らかに区別されて， Contaminationの疑 PR 8 2560 、1280 5120 320 80 
AMc4 2560 1280 5120 320 80はないものと考えられる。 
AM6N3C ! 5120 2560 5120 640 1607こだ，問題は第3表で、記した通り変異株が羊水中
のウィノレスのほんの一部にすぎないため，純粋な変 ¥血¥清¥ウイ¥ル¥ス AMs-1 N. D. V. 
AM6-4異株の Clonをとらないことには血清学的異同の問
題は決定出来ない。 N.D. V. ， 
2560。 80 256 
8. O-D相について H. V.]. く40 く40

継代の色々な時期について 0・D 相をしらべたと
 
第 8表 O-D*tJ 
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ころ原株と同じ D 相を示していた。 これも第8表 羊膜腔内に変異株に対して選択的に働くある種の機
と同じく変異株を選択してからでないと決定出来な 構が存在しないことを示している。
~\。 いいかえれば羊膜腔内におけるウィルスの増殖
は，原株も変異株も殆ど同等に支持される，という
論 議 ことが出来よう。もし，そうなら，この変異株はど
尿膜腔内継代と羊膜腔内継代との卵の各部分にお こから来たものであろうか。乙の問題を考えるには
げるウィルスの分布状態が異ることは Kりhler<へ どうしても限界稀釈による純粋なウィルス系を得 
BurnetS)9)の報告しているとこるである。 て，変異株の獲得を再現してからでなければならな
しかし乙れが単に接種部位の異るためでないこと い。われわれは限界稀釈によって純系をとる実験を
は，実験41とより明らかなように，羊膜腔内に出現 再三行ったがこの目的を達することができなかった
したウィルスのある割合K尿膜腔内には見られない ので変異株の由来を論議する手がかりが一つ欠けて
性状をもった変異株が存在すること，また，実験1 いるのが遺憾で、ある。
から羊膜腔内継代により胎児l乙出血性反応と死亡が 尿膜腔液のウィルスが羊膜腔内でのみ増殖して変
不規則ながらみられることがわかった。 異株が出来るか否かをしらべることが出来ればよい
乙の出血および死亡が羊膜腔内でのウィルスの増 と思われるが， ζの実験も初代K既に羊膜腔から尿
殖が異常lζよしその大量のウィ Jレスによって起る 膜腔液中氏ウィルスが現れているため，当然逆の径
ある種の中毒反応ではなかろうかという問題が当然 路からすなわち尿膜腔から羊水中へのウィルスの出
考えられる。しかしウィルスの量だけの問題でなく 現があり，量の問題で初代では実験 4~ζ示されたよ
質の問題，すなわち存在する変異株Kよって起るの うにウィルス量は多くても出血，死亡を示さず，羊
であろうということは実験 1，4の尿膜腔液を羊膜 水を羊膜腔内氏接種された初代のものと著明な差を
腔内応接種した場合と，羊水を羊膜腔内に接種した 示したが，第2代ではほとんど両者に差がなくなっ
場合とから考えられる。 てしまい，尿膜腔液を羊膜腔内でのみ継代する実験ゾ
乙の変異株が羊水中のウィルスのとく一部にすぎ は実際上不可能なわけである。
ない乙とは実験 2，4で示した。しかも乙の両実験 ただ羊膜腔内では，原株も変異株もその増殖が同
の比較から判るように，羊膜腔内継代を繰りかえし 等に支持される。と考えてよい前記の実験成績か
たζ との効果は表われず，全活性ウィノレス量に対す ら，推論が許されるならば，変異株の由来は，尿膜
る変異株の割合は殆ど変化していない己乙のととは 腔内lζ接種されたウィ Jレスが羊膜腔内lと至る途中の
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ど乙かlζありそうだと考えている。
総括
1. PR 8株の尿膜腔内継代の際の羊水を接種材
料として，羊膜腔内継代することによって，胎児を
出血，死亡させる変異株が存在する ζ とをみとめ 
7こ。 
2. 乙のとき，異常に高い HA価を示すが EID/ 
HAの値が約5となり， incomplete growthの問
題はある程度除外出来るものと考えられる。 
3，抗原性に関しては， ζの変異株と差はなく，
また，ほかのウィノレスの混入は否定出来るが，厳密
には変異株を純粋にとってからでないと決定出来な 
4， O-D相についても，原株と同じではあるが，
同様の制約があてはまる。 
5， マウスの脳内接種により脳炎を起させること
は出来なかった。 
6， 原株を尿膜腔内i乙接種して得られる尿膜腔液
と羊水とは， ζれが羊膜内I乙接種される ζ とによ
り，異った態度を示す。 
7， 6のこの所見は，羊膜腔内継代のものと同じ
で，従って変異株は継代をうけない羊水中に出現し
ている乙とがわかった。 
8， 羊水中の変異株は全活性ウィ Jレス量のごく一
部にすぎない。 
9， 羊膜腔内継代では原株と変異株とは，その増
殖は同等K支持される。 
10， 変異株出現の機序については，限界稀釈を行
って純粋なウィルスをとり，その上で色々な実験を
行わなければ明らかに出来ない。
なお， NDV.および HVJの免疫血清を御分
与下さった家畜衛試大森博士および予研堀江博
士の御厚意、を謝し， )1喜田教授の御指導と教室
諸兄の御意見に感謝の意、を表じます。
本報告は 1957年第 5回ウィ Jレス学会総会に
発表された。
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